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RESUMO

Sabe-se que os profissionais da salude e pacientes sdo alvos de contaminagdes e
infecgbes hospitalares, suas roupas hospitalares podem carrear agentes
patolégicos causadores de infec¢des. Estudos recentes apresentaram resultados
satisfatorios quanto a agdo antimicrobiana proporcionada pela impregnacéo da
quitosana em tecidos de algodao utilizados na fabricacao de roupas hospitalares.
Este trabalho teve como objetivo realizar uma avaliagéo fisico-quimica e biolégica
das amostras de tecido de algodao impregnados com quitosana (concentragoes
de 1% e 2 %), de forma a verificar a agdo antimicrobiana conferida pela aplicagéo
de quitosana, bem como avaliar, se ap6s ciclos de lavagem, as amostras de
tecidos impregnados mantiveram as suas caracteristicas fisico quimicas iniciais.
Para verificar se ocorreu impregnacdo adequada da quitosana e se houve
desprendimento/perda da quitosana apos as etapas de lavagem e secagem
realizadas, as amostras foram caracterizadas por Difragdo de Raios X (DRX),
Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
Microscopia Optica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS). Para avaliacdo da
atividade antimicrobiana foram realizados ensaios de Screening (disco de
difusdo), de Pour-Plate e de Microdiluicdo seguindo as metodologias do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute). As técnicas de DRX, FTIR,
MEV/EDS e Intumescimento indicaram que as amostras de tecido ficaram
impregnadas com quitosana nas concentracées de 1% e 2% e que houve
desprendimento/perda parcial da impregnacao da quitosana durante os processos
de lavagem e secagem. A técnica de FTIR demonstrou os grupos funcionais
caracteristicos do algodado, da quitosana e indicou uma interagdo mais
significativa da impregnagédo da quitosana a 2%. Os resultados microbiologicos
realizados indicaram que a quitosana possui atividade antimicrobiana e que as
amostras de tecido impregnadas, inibiram o crescimento dos microorganismos na
superficie dos tecidos. Com estes resultados, vislumbra-se impregnar quitosana
em tecido SMS a fim de criar aventais cirlrgicos antimicrobianos descartaveis
(somente uso unico).

Palavras - chave: Quitosana. Antimicrobiana. Roupas. Hospitalar. Infeccao.



ABSTRACT

It is known that health professionals and patients are the target of contamination
and hospital acquired infections, and their hospital clothing can carry patologic
agents responsable for causing these infections. Recent studies have shown
satisfactory results related to an antimicrobial activity provided by impregnation of
chitosan in cotton fabrics used to make hospital clothing. This work has been done
with the goal of perform a phisio-chemical and biological evaluation of the samples
impregnated  with chitosan (concentration of 1% and 2%), to verify an
antimicrobial activity provided by chitosan application, as well as, to evaluate, if
after washing cycles, the samples of impregnated fabrics were able to maintain
their inicial physio-chemical characteristics. To verify if adequate impregnation of
chitosan occurred, and if there had been loss of chitosan after the washing and
drying steps, the samples were characterized by X-Ray Diffraction (XRD), Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Optical Microscopy (OM), Scanning
Electron Microscopy (SEM), Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy (EDS). To
evaluate the antimicrobial activity, Screening tests (diffusion disks), Pour-Plate and
Microdilution were performed following the methods of the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). The techniques of XRD, FTIR, SEM/EDS and
Swelling test indicated that samples of cotton fabrics were impregnated with
chitosan in concentrations of 1% and 2% and there was partial loss of
impregnated chitosan during washing and drying processes. The technique FTIR
showed the characteristic functional groups of cotton, chitosan, and indicated a
significant impregnation of 2% chitosan. The microbiological results indicated that
chitosan has antimicrobial activity and that the impregnated fabric samples
inhibited growth of microorganisms on the fabrics surface. With these results, one
glimpses to using chitosan on SMS fabric to create a disposable antimicrobial
surgical clothing. (single use only).

Keywords: Chitosan. Antimicrobial. Hospital Clothing. Infection
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1 INTRODUCAO

Atualmente a “Infeccdo Hospitalar” € um grande problema constantemente
combatido pelas Comissdes de Combate e Controle de Infeccbes Hospitalares
dos Estabelecimentos Assistenciais de Saude Brasileiros e Internacionais. (DE
ANDRADE; ANGERAMI 1999)

Sabe-se que as equipes médicas e pacientes sao alvos de contaminacoes e
infecgbes hospitalares, e que suas vestimentas podem carrear agentes nocivos
causadores de infeccoes. (KONKEWICZ, 2008)

A Norma técnica ABNT NBR 13734:1996 — Roupas hospitalares -
Caracteristicas, fixa as caracteristicas de fabricacdo de tecidos hospitalares e
padroniza as dimensdes dos artigos obtidos a partir deles, bem como indica o tipo
mais adequado e recomendado para confeccao de roupas hospitalares. Estes
tecidos, normalmente fabricados em algodao, sdo passiveis de contaminacao
microbiana por estarem em contato direto com agentes infecciosos nos ambientes
hospitalares, bem com s&o fontes carreadoras de infeccao hospitalar em geral.

Estudo recente referente a acdo antimicrobiana proporcionada pela
impregnagdao com quitosana em tecidos de algoddao e seda utilizados na
fabricacdo de roupas hospitalares apresentou resultados satisfatérios e eficazes
contra o microorganismo Escherichia Coli. (PERIOLATTO et al., 2012).

As roupas hospitalares utilizadas pelas equipes médicas sdo consideradas
e classificadas como EPI (Equipamento de Protecao Individual) e estao sujeitas a
cadastramento junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA.

Visando aproveitar a potencialidade do polimero natural quitosana e
principalmente sua propriedade antimicrobiana, este estudo avaliou as
caracteristicas fisico quimicas e biolégicas de tecidos de algodao utilizados na
fabricacao de roupas hospitalares impregnadas com quitosana.

A relevancia da impregnacao de roupas hospitalares com quitosana se da
pelas diversas caracteristicas até entdo conhecidas da mesma, e principalmente,
por ter agédo antibacteriana. Outro fator importante é que a quitosana tem
despertado o interesse dos pesquisadores nos ultimos anos e seu uso tém tido
grande atencgao devido aos fatores ecoldgicos, por serem de fontes renovaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar avaliacao fisico-quimica e biolégica de tecidos de algodao
impregnados com quitosana, visando sua utilizacdo em roupas hospitalares, de
forma a conferir, principalmente, a acdo antimicrobiana desejavel ao combate a

infecgdes hospitalares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver metodologia para impregnar quitosana (em duas diferentes
concentragdes de 1% e 2%) as amostras de tecidos de algodao utilizados em
roupas hospitalares;

o Impregnar as amostras de tecido de algodao com quitosana seguindo a
metodologia previamente estabelecida;

o Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas (atividade
antimicrobiana) das amostras de tecido sem e com impregnacao de quitosana;

o Avaliar as amostras de tecido impregnados com quitosana mantiveram as

suas caracteristicas fisico-quimicas iniciais apés os ciclos de lavagem;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 INFECCOES HOSPITALARES

As infeccoes relacionadas a assisténcia em saude (IRAS) sdo aquelas
adquiridas durante a prestacdo dos cuidados de saude e representam um dos
mais importantes problemas de saude publica no mundo. A Organiza¢gdo Mundial
de Saude (OMS), com base em dados recentes, considera que 1,4 milhdo de
infecgdes ocorre a qualgquer momento, tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento. Nos Estados Unidos, estima-se que cerca de 2 milhdes de
infecgdes relacionadas a assisténcia em saude ocorram anualmente, resultando
entre 60 e 90 mil mortes e com um custo aproximado de, pelo menos, 17 a 29
bilhdes de dblares. Em média, de 5% a 15% de todos os pacientes internados
desenvolvem IRAS. No Brasil, ndo se dispde de estimativas precisas em razao da
auséncia de sistematizacao de informagdes (WHO - World Health Organization
2009).

Estudos evidenciam a contaminagdo da roupa, capotes e jalecos dos
profissionais de saude por Staphylococcus aureus, principalmente na regidao da
cintura, punhos e bolsos, inclusive por cepas resistentes a meticilina (MRSA). A
utilizacdo de jalecos fora do ambiente hospitalar foi justificada pelos profissionais
de um estudo como uso por profissionalismo, reconhecimento e, ainda, para
guardar objetos (TREAKLE et al., 2009).

3.2 ROUPAS HOSPITALARES ANTIMICROBIANAS

Nos ultimos anos a investigagcao téxtil tem-se focado no desenvolvimento de
materiais téxteis multifuncionais para as mais diversas areas. Incluem-se nestes
novos produtos os materiais téxteis antimicrobianos. No entanto, estes diferem
entre si em termos de atividade biol6gica, desempenho e durabilidade de acao.
Na realidade, um dos objetivos da producdo destes materiais é a obtencao de
produtos com acado antimicrobiana duradoura, seguros e com um largo espectro
de acéo (VIEIRA, 2006).
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Estudos e publicagdes indicam que a propriedade antimicrobiana das roupas
hospitalares pode ser conferida pela utilizagdo (impregnacao/revestimento) de
agentes como: ions de prata, glicidilpropiltrimetoxissilano, brometo de N - dodecil-
DABCO, dioxido de titdnio, copolimeros (N-alquil e benzofenona contendo
polietileniminas), dentre outros.

Estudo recente referente a acdo antimicrobiana proporcionada pela
impregnacao com Quitosana em tecidos de algoddao e seda utilizados na
fabricacdo de roupas hospitalares apresentou resultados satisfatorios e eficazes
contra o microorganismo Escherichia Coli (PERIOLATTO et al., 2012).

3.2.1 Norma técnica aplicavel a Roupas Hospitalares

A Norma técnica ABNT NBR 13734:1996 — Roupas Hospitalares -
Caracteristicas, estabelece as caracteristicas de fabricacdo de tecidos
hospitalares e padroniza as dimensdes dos artigos obtidos a partir deles, bem
como indica o tipo mais adequado e recomendado para confecgdo de roupas
hospitalares.

Na Tabela 1 encontra-se a padronizagdo dos tecidos para uso hospitalar
definida pela Norma Técnica ABNT NBR 13734:1996:

Tabela 1 — Padronizagédo dos Tecidos para Uso Hospitalar — Norma ABNT NBR 13734:1996.

Tecido T T2 3 T4 ™ T6 16 T6{c} 7
Composicao 100% CO | 100% CO | 100% CO | 100% CO (b} 50 Col 100% CO | 100% CO | 100% CO
50 PES {d)
Padronizagao Tela Felpa dupla| Sarja Sana Sarja 3 Tela Tela Tela Jacquard
{a) 02fjan 03jan Pupla face efou
maguinetad
0
Gramatura{ gim2 } 140 Até 300 179-130 297 400 1109 119 119 320
301-400 | 191-209 10
> 400 210-230 325
Numero de  |Urdume il 14 40 40 16 30 29 29 i
fios/om2  (Trama ¥ 12 17 7w 14 20 20 20 1w
Felpa 14
Variagio  |Urdume 5 7 3 3 10 4 9 2 12
dimensional |Trama 3 10 25 25 10 3 4 35 i)
(%)
Solidez a Alteracio 0dimai 4imai Odimai 0dimai 04/ mai Odimai 0d/mai Mimai 04'mai
lavagem Transferéncia 0dimai 04/mai 04mai 04imai 04/ mai Odmai 0d/mai 0di mai 04'mai
Solidez a0 |Alteragio Odimai 04imai Ddimai Odimai 04 mai Ddimai Ddimai 04/ mai 0d'mai
|hipoclorito | Transferéncia Odimai Ddimai Odmai D4imai 04 mai Odmai 0d/mai 0 mai O4/mai
Resisténcia |Urdume g T 15 15 5 3 8 8 4
atragao
{dalicm) |(Trama T i g 12 5 6,5 5 5 4

Fonte: ABNT NBR 13734:1996
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Onde:
(a) Felpa dupla com trés tramas 2x2
(b) Composicéo : urdume : algodao
Trama : poliacrilonitrilo ( acrilico ou polipropileno ou misturas variadas )
(c) Tecido pré-encolhido
(d) CO - algodao
PES - poliéster
Notas:
(a) Variacao dimensional, os valores expressos sao maximos.
(b) Tecido T2 — os felpudos devem conter na base (estrutura) no minimo 90% de
algodao. A felpa deve ser composta de fibras 100% algodéo.
(c) Tecido T6 — o tecido de composicdo 50CO/50PES deve ser composto em

mistura intima

3.3 ALGODAO

O algodao é uma fibra branca ou esbranquicada obtida dos frutos de
algumas espécies do género Gossypium hirsutum L. e é considerado a mais
importante das fibras téxteis. Normalmente € constituida em cerca de 90 a 93 %
de celulose, sendo a maior parte restante constituida por ceras, gorduras ou
minerais (SONESSO, 2011).

A celulose de algodao possui cadeias mais ordenadas, apresentando
cristalinidade de aproximadamente 70%, enquanto a celulose de arvores
apresenta indice de cristalinidade ao redor de 40% (SILVA, et al. 2009).

A celulose é o material organico mais abundante na terra, com uma
producdo anual de mais de 50 bilhdes de toneladas. E um polimero de cadeia
longa de peso molecular variavel, com formula empirica (CsH1005)n, com um
valor minimo de n = 200 (tipicamente 300 a 700, podendo passar de 7000). A
unidade repetitiva da celulose é composta pela unido de duas moléculas de
glicose através de ligagdes B-1,4- glicosidicas. Esta unidade repetitiva, conhecida

como celubiose, tem uma estrutura linear ou fibrosa na qual contém seis grupos



23

hidroxila que estabelecem interacbes do tipo ligacdes de hidrogénio intra e
intermolecular conforme apresentado na Figura 1 (SILVA et al., 2009).

Figura 1 — Representagao esquematica da estrutura quimica da celulose.

CELUSOSE

GLICOSE GLICOSE GLICOSE

Fonte: Silva et al., 2009

A celulose constitui o principal material de sustentacdo das plantas
terrestres, possuindo também importancia industrial, servindo de matéria-prima
para industrias téxtil e de papel, dentre inUmeras outras. Fibras longas de celulose
podem ser extraidas de certas plantas com tratamento de purificacao
relativamente simples, sendo o0 algodao a principal entre estas fibras (SONESSO,
2011).

Na industria quimica a celulose (polpa ou algodao) costuma ser dissolvida e
posteriormente precipitada na forma desejada. Fabricada a partir da celulose, a
fibra celuldésica é constituida por celulose regenerada ou por um derivado da
celulose (SONESSO, 2011).

3.4 QUITOSANA
A quitosana é um polimero natural, atéxico, de baixo custo, renovavel,

biodegradavel e de grande importancia econémica e ambiental (AZEVEDO et al.,
2007).
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A quitosana € obtida pela desacetilacdo parcial da quitina, sendo seu mais
importante derivado, cuja estrutura primaria é idéntica a da quitina a ndo ser pelo
fato que em quitosana predominam as unidades 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose. O termo quitosana abrange o conjunto de copolimeros que contém
ao menos 50-60% de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (ABRAM;
HIGUERA, 2004).

A quitina tem sua separacdo de outros componentes da carapaga, através
da desmineralizacdo e desproteinizagdo com solugoes diluidas de HCI e NaOH,
seguida de despigmentacdo (descoloracdo). A quitina obtida é posteriormente
desacetilada com solucao concentrada de NaOH, produzindo dessa forma a
quitosana (AZEVEDO et al., 2007).

A quitina (termo derivado da palavra grega khitdbn — que significa carapaca,
casca ou caixa de revestimento) é a principal fonte de matéria-prima da
quitosana, e € encontrada principalmente no exoesqueleto de crustaceos, como
caranguejos e camardes (BRAGA, 2005; AZEVEDO, 2007; SPIN-NETO et al.,
2008).

Na Figura 2 observa-se uma representacdo esquematica das etapas de

obtencao da quitosana.

Figura 2 — Representagado esquematica da obtengao da quitosana.
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VoW 1-,? - I:> | Desproteinagio ]
'<.'-f’4'§:ép' ‘ : 1L
o 1 T E Despigmentacio
2 "—“;t‘:} = S [ J
- 1"\ C:[ Desacetilagio K:[ Quitina
ey

Quitogana

Fonte: MELO, (2010)

A quitina é um polissacarideo encontrado na natureza em grande escala,
pois € a segunda substancia organica mais abundante na biosfera, sendo
superada apenas pela celulose (ABRAM; HIGUERA, 2004; ROBERTS, 1992).
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As estruturas moleculares da quitina e da quitosana estdo apresentadas na
Figura 3.

Figura 3 — Estrutura quimica da quitina e da quitosana.

CH20H CHOH

quitosana

Fonte: KUMAR, (2000)

3.4.1 Propriedades e aplicacoes da Quitosana

A quitosana apresenta propriedade antimicrobiana conferida pelo
recobrimento das roupas de algodao e seda com a mistura quitosana (2% w)
dissolvida em acido acético (2% v/v) em meio aquoso e aditivada com 2-hidroxy-
2-methyphenylpropane-1 (2% w/w with respect to chitosan) (PERIOLATTO et al.,
2012).

Muitas pesquisas e experimentos in vivo e in vitro tem sido realizados
visando investigar a quitosana (sob forma de solugdes, filmes e compdsitos) como
agente antimicrobiano contra uma ampla gama de microoganismos alvo, tais
como bactérias, leveduras e fungos. Geralmente nestes estudos a quitosana tem
sido considerada como sendo bactericida (mata as bactérias ou fragao delas) ou
bacteriostatica (impede o crescimento e multiplicacdo das bactérias),
frequentemente sem distingdo entre estas atividades.
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Dados recentes da literatura caracterizam a quitosana como sendo mais
bacteriostatica do que bactericida (COMA et al., 2002).

Apesar do mecanismo exato da ag&o antimicrobiana da quitosana ainda néo
ser totalmente entendido, trés modelos de mecanismos de agao antimicrobiana
tem sido propostos: a) Interagado lénica da quitosana com a superficie da bactéria,
resultando no rompimento da membrana celular e posterior vazamento e morte
celular; b) Inibicdo da atividade celular (sintese proteica e RNA) através da
penetragdo da quitosana no nucleo celular do microorganismo; ¢) Formagéo de
barreira externa bloqueando e provocando a supressdo de nutrientes essenciais
para o crescimento celular da bactéria (GOY et al., 2009).

Dos trés modelos, o0 mais aceitavel é interacdo das cargas positivas das
moléculas da quitosana com as cargas negativas da membrana microbiana.
Neste modelo a interacdo é mediada pelas forcas eletrostaticas entre o grupo
protonado NH3* e os residuos carregados negativamente, presumivelmente
competindo com os fons Ca?" pelos locais eletronegativos na superficie da
membrana celular (RABEA et al., 2003).

Quitina e quitosana sao polimeros atdxicos, biodegradaveis, biocompativeis
e produzidos por fontes naturais renovaveis, cujas propriedades vém sendo
exploradas em aplicagdes industriais e tecnolégicas ha quase setenta anos
(ROBERTS, 1992).

Quanto as propriedades mecénicas (modulo de elasticidade, resisténcia a
tracdo e alongamento na ruptura) a quitosana apresenta os seguintes valores:
méddulo de elasticidade de 600 MPa a 2900 MPa; resisténcia a tracao de 6 MPa a
75 MPa e alongamento na ruptura de: 3% a 90%. Com relacdo ao grau de
intumescimento a literatura revela valor de 200%. Estas propriedades juntamente
com a viscosidade e as propriedades mecanicas sao diretamente influenciadas
pelo seu grau de desacetilagdo (GD) e pela sua massa molar (MM) (CAMPOS,
2007; CANELLA et al., 2000).
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Sao inimeras as aplicagdes da quitosana ja conhecidas. Na Tabela 2 sao

apresentadas as suas principais aplicagoes.

Tabela 2 — Aplicag6es da quitosana por area.

Area Aplicacoes
Biomédica Biomembranas artificiais e sutura cirurgica
Farmacéutica Agente cicatrizante, aditivo de medicamentos e

liberacao controlada de drogas

Oftalmoldgica

Lentes de contato

Cosmética

Umectante, fungicida e bactericida

Industria de Alimentos

Aditivos alimentares e embalagem biodegradavel

Agricultura

Fertilizantes, liberagdo controlada de agroquimicos
e defensivos agricola

Biotecnologia

Imobilizagdo de enzimas e de células, separagéo
de proteinas e cromatografia

Industria Téxtil e de
Papel

Tratamento de superficie

Industria Fotografica

Filmes

Tratamento de Efluentes

Remocéao de ions metalicos, remogé&o de corantes,
floculante e coagulante

Nanotecnologia

Biossensor para anions (nanocopdsito

quitosana/argila)

Fonte: KUMAR, 2000; TENG et al., 2001.

As aplicacbes da quitosana na area médica estao
essencialmente as suas propriedades de biocompatibilidade,

relacionadas
capacidade

bactericida e ao fato de néo provocar reacdes adversas quando em contato com

células humanas, ou seja, € uma substancia segura para o organismo humano

(COSTA JUNIOR, 2008).
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3.5 REGULAMENTACAO SANITARIA

As roupas cirurgicas, dentre estas os aventais cirurgicos utilizados pelas
equipes médicas sao considerados Produtos para Saude e estdo sujeitos a
cadastramento junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA.

Assim, este produto sé pode ser comercializado ap6s o devido cadastro
junto a ANVISA, conforme disposi¢cdes da Resolugdo ANVISA RDC n? 24/2009
que Estabelece o ambito e a forma de aplicacdo do regime do cadastramento
para o controle sanitario dos produtos para saude (BRASIL, 2009).

O enquadramento sanitario do produto esta definido na Resolucao ANVISA
RDC n® 185/2001 que trata do registro, alteracdo, revalidagdo e cancelamento do
registro de produtos médicos na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA (BRASIL, 2001).

Conforme disposi¢cdes da Lei 6437/77, comete infracdo sanitaria quem
comercializa produtos para saude sem a devida regulariza¢ao junto ao Ministério
da Saude, atividade delegada a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA (BRASIL, 1977).

Para proceder a regularizacdo deste produto junto a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, o fabricante deve sequencialmente:

- Obter Alvaré/Licenca Sanitaria junto ao Orgdo de Vigilancia Sanitaria do
Municipio ou Estado em que a fdbrica sera instalada.

- Obter Autorizacdo de Funcionamento da Empresa (A.F.E) junto a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, seguindo as diretrizes da Resolucao
ANVISA RDC 16/2014 (BRASIL, 2014).

- Protocolar um processo para cadastro do produto junto a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA em conformidade com a Resolugdo ANVISA
RDC n? 24/2009. Este processo devera conter basicamente: Ficha técnica de
Cadastro disponivel no site www.anvisa.gov.br, contento as especificacdes

técnicas do produto, identificagbes da empresa e dos responsaveis técnico e
legal; Dossié técnico, contendo os resultados de todos os testes microbioldgicos
gue comprovem que o avental cirlrgico possui atividade antimicrobiana.


http://www.anvisa.gov.br/
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4 MATERIAIS E METODOS

41 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Certificagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais — CERTBIO, que esta localizado no Bloco CJ3,
na Universidade Federal de Campina Grande — UFCG.

Os ensaios microbiolégicos foram realizados no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB.

42 MATERIAIS

- Quitosana na forma de p6 fornecida pela Sigma-Aldrich — de médio peso
molecular com grau de desacetilacdo-GD entre 75 — 85%.

Na Figura 3 sdo apresentadas a estrutura quimica da quitosana e o aspecto
visual da mesma em po.

Figura 4 — Estrutura quimica da quitosana (a) pé de quitosana (b)

CH20H

CH20H

Fonte: Prépria
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- Acido acético glacial P.A fornecido pela Vetec.

- Hidroxido de sodio, fornecido pela Vetec.

- Amostras de tecidos de algodao (Tipo T3, sarja 100% algod&o, gramatura
208g/m2, conforme Norma NBR 13734:1996) fornecido pela industria Brintex Ltda,
localizada em Belo Horizonte. O tecido de algodao Tipo T3, 100% algodao foi
escolhido para confeccdo de amostras por serem comercialmente conhecidos e
utilizados para fabricacao de roupas hospitalares, principalmente para confecgao
de roupas cirurgicas e jalecos para protecao dos profissionais de saude.

Na Figura 5 observa-se o tecido Tipo T3, sarja 100% algodao, gramatura

208g/m2, comercialmente utilizados para fabricacdo de roupas cirurgicas.

Figura 5 - Aspecto visual do tecido tipo T3, sarja 100% algodao, gramatura 208g/m2, fornecedor:
Brintex Ltda.

Fonte: Prépria

43 METODO

4.3.1 Preparacao das Amostras de Tecidos de Algodao

Amostras padrdes (se¢ao quadrada de 50 mm x 50 mm) foram recortadas
de um tecido de algodao (Tipo T3, sarja, 100% algodao, gramatura 208g/m? -
conforme Norma NBR 13734:1996) fornecido por Brintex Ltda, normalmente
utilizados para confeccdo de campos e roupas cirargicas para protecdo dos
profissionais de saude.
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4.3.2 Preparacao das Solucoes de Quitosana

Solugbes de quitosana nas concentracbes de 1% e 2% (m/v) foram
preparadas a partir da dissolugdo do biopolimero em solugdo aquosa de acido
acético a 1% (v/v), empregando agitacdo mecanica (600 rpm) a 25°C por 24 h.

4.3.3 Preparacao das Amostras de Ensaio.

As amostras foram cortadas em um tamanho médio de 5 cm?
Posteriormente foram mergulhadas em solucbes de 1% e 2% de quitosana e
deixadas por uma hora. Em seguida foram retiradas e colocadas para secar em
estufa a 40°C por 24 horas.

Todas as amostras foram imersas em solucao de hidréxido de sédio a 1 M
(mol/L) por 1 h para neutralizagao, lavadas com 4gua destilada para retirada do
excesso do hidroxido de sédio, novamente secadas (40° C por 24 h) e
armazenadas em recipientes apropriados.

Apés a neutralizacao e secagem as amostras foram submetidas a ciclos (3 e
5) de lavagens e secagens em maquina de lavar e secar roupas e posteriormente
foram cortadas em fragmentos menores (1 cm?) e enviadas para caracterizagao
por DRX, FTIR, MO, MEV/EDS, Intumescimento e avaliacdo da atividade
microbiana. Foram caracterizadas amostras sem e com diferentes concentragdes
e ciclos de lavagens e secagem.

As amostra foram denomindas de: Algodao; Alg./1%Quit/Sn; Alg./1%Quit/3L;
Alg./1%Quit/5L; Alg./2%Quit/Sn; Alg./2%Quit/3L; Alg./2%Quit/5L; Quitosana.
Onde: Alg. (algodao), Quit (quitosana), Sn (sem lavagem) e L (ciclo de lavagem e
secagem).

A Figura 6 ilustra o fluxograma da preparagdo das amostras de tecido
impregnadas com quitosana desde o0 seu processo inicial até a sua
caracterizacdao. Neste fluxograma foi detalhado para preparo das amostras com
impregnacao de quitosana a 1% (m/v). Porém, este fluxograma pode ser aplicado
para preparos das amostras com impregnacao de quitosana a 2% alterando-se
apenas a concentracao de quitosana para 2% (m/v).
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Figura 6 — Fluxograma de preparacéo das amostras.

Quitosana (Po)

Dissolucao Quitosana 1% (m/v) em solucao aquosa de acido acético 1% (v/v),
24hs, 25°C, 600rpm.

Insercao das amostras de tecido de algoddo na solucdo de quitosana 1%, 1h.

Secagem em estufa, 40°C, 24hs

Neutralizacdo em solugdo de Hidroxido de Sodio a 1Molar

Insercao em agua destilada

Secagem em estufa, 40°C, 24hs

(3L) 3 ciclos de (5L) 5 ciclos de

(Sn) Sem Lavagem Lavagem e Secagem Lavagem e Secagem

Caracterizacoes

Fonte: Prépria

4.4 CARACTERIZACAO

As amostras de tecido de algoddao sem impregnagéo e com impregnagao de
quitosana nas concentragdes de 1% e 2 %, bem como as amostras submetidas
aos ciclos de lavagem e secagem foram caracterizadas por Difracdo de Raios-X
(DRX); Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR); Microscopia Otica (MO), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV);
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X (EDS); Intumescimento;
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Avaliacdo da atividade antimicrobiana pelas técnicas de Screening (disco
difuséo), de Pour Plate e de Microdilui¢do.

4.4.1 Difracao de raios X (DRX):

A caracterizagdo por Difracdo de Raios X teve o objetivo de identificar as
fases cristalinas presentes nas amostras (matéria prima), através de analises que
foram conduzidas a temperatura ambiente em aparelho da marca Shimadzu
modelo 7000 Shimadzu, utilizando-se de radiagdo Ko do cobre (1,5418 A), tenséo
de 40kV e corrente 30mA em um intervalo de 26 numa varredura entre 5,0 e 50,0

graus a uma velocidade de 2°/min.

4.4.2 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

As andlises utilizando a técnica de espectroscopia na regiao do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das amostras foram realizadas
em temperatura ambiente e o equipamento utilizado foi o Spectrum 400 do
fabricante Perkin Elmer. A técnica FTIR foi utilizada para identificar as bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes nas matérias primas, utilizando a

faixa de varredura de 650 a 4000 cm™.

4.4.3 Microscopia Otica (MO)

Para avaliacdo morfoldégica e distribuicdo das particulas de quitosana

membrana foi utilizado um microscépio 6tico Optico Hirox com aumento de 100x.
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4.4.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)/ Espectroscopia por
Energia Dispersiva de Raios X (EDS)

Para realizagcao das analises de microscopia eletrénica de varredura foram
utilizadas amostras de aproximadamente 0,5 cm? Foi utilizado um microscépio
eletrébnico de varredura de bancada, modelo PHENOM, MEV PROX, fabricante
PHENOM WORD, com aumento de 150x, 500x e 1000x sem recobrimento
metalico, mesmo em amostras ndo condutoras. Estes ensaios foram realizados
para avaliar se ocorreu a impregnacao da quitosana no tecido de algodéo.

Para a identificacdo quimica do material foi utilizado um Microscépio Eletrénico de
Varredura de bancada, PHENOM, MEV PROX, fabricante PHENOM WORD acoplado
com sistema para micro andlise quimico por Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS).

4.4.5 Intumescimento

Antes de iniciar a pesagem das amostras, as mesmas foram colocadas em uma
estufa a 372 C por 4 h. Em seguida foram pesadas em balanca analitica marca
Shimadzu, modelo AUY220, e em seguida submersas em agua destilada por 24 h. Ap6s
esse periodo as mesmas foram colocadas, rapidamente, em contato com papel toalha
para retirada do excesso de agua e pesadas. O grau de intumescimento foi calculado
utilizando a Equagéo (1).

%I{M}mo
m;

Onde: m; = massa inicial

m¢ = massa intumescida

Os ensaios de intumescimento foram realizados com 5 amostras de cada
tipo (Algodao, Alg.+1%Quit, Alg.+1%Quit+3L: submetida a 3 ciclos de lavagem e
secagem; Alg.+1%Quit+5L: submetida a 5 ciclos de lavagem e secagem;
Alg.+2%Quit, Alg.+2%Quit+3L: submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem;

Alg.+2%Quit+5L: submetida a 5 ciclos de lavagem e secagem).
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4.4.6 Avaliacao da Atividade Antimicrobiana
MICROORGANISMOS

Para este estudo foram utilizadas cepas microbianas provenientes da
American Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC (25923),
Escherichia coli ATCC (25922), Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853) e
Candida albicans ATCC (76645) recomendadas para testes de suscetibilidade
aos antimicrobianos (CLSI, 2010).

MEIOS DE CULTURA

Para garantir a viabilidade dos micro-organismos em estoque, foi utilizado o
Caldo de enriquecimento BHI (Brain Heart Infusion). E para o cultivo e screening
da atividade antimicrobiana foram utilizados os meios: Agar Muller-Hinton e Agar
Sabourand, preparados em placas de Petri, contendo uma camada de agar de
4mm de espessura, respectivamente para bactérias e leveduras Os meios de
cultura foram preparados de acordo com as especificacbes do fabricante
DIFCO®.

PREPARACAO DOS INOCULOS

Apos o enriquecimento em Caldo BHI, uma aliquota de cada crescimento
foi semeada através da técnica de esgotamento por estrias em Agar Muller Hinton
para bactérias, incubando a 37°C por 24h e Agar Sabourand para a levedura
incubando a 30°C por 24/48h, permitindo dessa forma que os micro-organismos
estivessem em crescimento exponencial, 0 que garante seguranga maior durante
a realizacdo da analise. Apds esse periodo de incubacéao, algumas colénias foram
diluidas em solucao salina estéril 0,85% até atingirem a turbidez correspondente a
0,5 da escala de McFarland, valor equivalente a 1,5x10% UFC/mL originando uma
suspenséo bacteriana padrao (CLSI, 2010).
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4.4.6.1 Determinacdo da atividade antimicrobiana - Screening (disco

difus&do) de atividade antimicrobiana

Inicialmente foi realizada uma triagem da atividade antimicrobiana da
Quitosana nas concentracdes de 2 e 1% e dos tecidos: Algodao+Quitosana 1%,
Algodao+Quitosana 1% + 3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem);
Algodao+Quitosana 1% + 5L (submetida a 5 ciclos de lavagem e secagem);
Algodao+Quitosana 2%, Algodao+Quitosana 2% + 3L (submetida a 3 ciclos de
lavagem e secagem); Algodao+Quitosana 2% + 5L (submetida a 5 ciclos de
lavagem e secagem) frente as cepas microbianas. Utilizando swabs esteréis que
foram mergulhados na solugdo salina contendo a suspensdo microbiana
previamente padronizada, sendo posteriormente semeados por toda a superficie
do meio de cultura (Agar Mueller-Hinton ou Agar Sabourand) em diversas
dire¢des, permitindo um crescimento uniforme e confluente. Em seguida foram
adicionados discos de papel de filtro estéreis (CEFAR®) de 6 mm de diametro,
previamente impregnados com 20uL da Quitosana nas diferentes concentracoes
citadas, sendo distribuidos uniformemente sobre a superficie do agar (CLSI,
2010), garantindo que haja espaco para formacao de possiveis halos de inibigao.

Como controle negativo foi utilizado o solvente utilizado na preparacao da
solucdo de Quitosana, utilizando-se a mesma metodologia empregada para os
produtos em avaliagcdo. Como controles positivos foram utilizados discos
CECON® de gentamicina (GEN 10ug) para S. aureus e E. coli, ciprofloxacino
(CIP 30ug) para P. aeruginosa e fluconazol (FLU 10ug) para C. albicans. Apéds o
semeio e distribuicdo dos discos, as placas foram incubadas a 37°C/24 h para
bactérias e 30°C/24-48h para a levedura, sendo observada a formagéao de halos
de inibicdo de crescimento, que foram medidos com auxilio de um halémetro
(BAUER, 1966; CLSI, 2010).

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados obtidos
foram expressos pela média aritmética dos valores dos halos de inibicdo de
crescimento, considerando-se como ativo o produto que apresentou halo com
diametro igual ou superior a 8 mm (PAREKH, CHANDA, 2007; CATAO, 2007).
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446.2 Determinacao de atividade antimicrobiana de tecidos impregnados

com Quitosana (por pour-plate)

Para determinacgao da atividade antimicrobiana das amostras de tecidos de
algodao impregnados com Quitosana 1% e 2%, foi realizado semeio por pour-
plate (CLSI, 2010), onde 1mL de inéculo microbiano foi adicionado a 20mL de
meio de cultura previamente resfriado a uma temperatura de 45°C e entao
dispensados em placa de Petri. Antes que o meio de cultura ja inoculado
estivesse sélido, os tecidos foram adicionados ao meio de modo que estivessem
mergulhados no semeio. Sendo possivel verificar possivel formacao de zona de
inibicdo de crescimento apds a incubagdo em estufa a 37°C por 24 horas para as
cepas bacterianas e a 30°C por 48 horas para a cepa leveduriforme. Os testes

foram realizados em triplicata.

44.6.3 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracao bactericida minima (CBM) - (Microdiluicao)

A CIM e a CBM foram determinadas pela técnica de diluicdo em
microplacas (96 orificios) de acordo com a metodologia descrita segundo o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010). Os orificios das
microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 100uL de caldo Mueller-Hinton
para Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27486 e para Candida albicans ATCC 75483 foi
utilizado caldo sabourand. Em seguida foram acrescentados 100uL da solugao de
Quitosana 1,5% e realizada a diluicdo seriada de 1 a 0,001%. Adicionalmente
foram distribuidos 10uL das suspensdes dos micro-organismos em cada orificio
das microplacas. A CIM foi considerada a menor concentracdo do agente
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento da cepa (HORNER et al., 2008), ja a
CBM é definida como a menor concentracao de agente antibacteriano que mata o
micro-organismo (LORIAN, 1986). Também foram realizados o controle de
esterilidade do meio de cultura, o controle de crescimento bacteriano, o controle
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do produto testado e o controle negativo (solvente — Acido acético 1%). Foi
utilizada resazurina 0,01% para revelacdao do crescimento, onde a coloragao rosa
indica presenga de células vidveis e a coloragdo azul indica auséncia de células
vidveis. As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para as
cepas bacterianas e a 30°C por 48 horas para a cepa leveduriforme. Os testes

foram realizados em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 OBSERVACOES GERAIS

Em andlise visual verificou-se que as amostras preparadas e
impregnadas com quitosana 1% apresentaram-se mais flexiveis e com
distribuicdo de quitosana mais uniforme e homogénea na superficie do tecido de
algodao do que as amostras impregnadas com quitosana 2% que se tornaram
menos maleaveis. Porém, ambos os grupos de amostras conseguiram ficar
impregnados com quitosana a 1% e 2%, conforme pode-se verificar nos
resultados dos ensaios de caracterizacdo apresentados no decorrer deste

capitulo.

5.2 DIFRACAO DE RAIOS X

A Figura 7 ilustra os difratogramas do tecido de algoddo (sem
impregnagao), tecido de algodao com 1% quitosana sem lavagem, tecido de
algodao com 1% quitosana submetido a 3 e 5 ciclos de lavagem e secagem e por
ultimo o po6 da quitosana.

O difratograma do tecido de algodao apresentou picos caracteristicos de
materiais semicristralinos, onde os picos em torno 26 = 159, 172, 23° e 34,5°
indicam a presenca de celulose com o comportamento semicristalino e picos
caracteristicos do algodao e corrobora com Teixeira (2010).

O difratograma da quitosana apresentou picos tipicos de material
semicristalinos, com base larga em torno de 206 = 10° e 28 = 20° e corrobora com
Lima (2010), Barbosa (2011) e Sousa (2012). A quitosana possui um perfil
semicristalino devido as fortes interacdes intra e intermolecular, caracterizado
pelas pontes de hidrogénio formadas entre os grupos amina, alcool, amida e
outros grupos funcionais presentes na molécula de quitosana. Essas fortes
interagbes fornecem certa organizagdo a estrutura cristalina da quitosana
(URAGAMI; TOKURA, 2006).
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Figura 7 - Difratogramas: Algodao; Alg./1%Quit/Sn; Alg./1%Quit/3L; Alg./1%Quit/5L; Quitosana.
Onde Quit=quitosana, Alg. (algodao), Sn (sem lavagem) e L (ciclo de lavagem e secagem)
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Fonte: Prépria

O difratograma da amostra Alg./1%Quit/Sn (sem lavagem), apresenta um
difratograma com picos caracteristicos similares a do algodao, contudo ocorreu a
diminuicdo das intensidades dos picos caracteristicos devido a insersao/im
pregnacgao de quitosana 1%.

Nos difratogramas das amostras Alg./1%Quit/3L (3 ciclos de lavagem e
secagem) e Alg./1%Quit/5L (5 ciclos de lavagem e secagem) mostram que as
intensidades dos picos caracteristicos voltaram gradativamente as intensidades
dos picos caracteristicos da curva do algodao, podendo-se inferir que houve
perda/desprendimento da quitosana durante os processos de lavagem e
secagem.

A Figura 8 ilustra os difratogramas do tecido de algoddo sem impregnacgao,
tecido de algoddo com 2% quitosana sem lavagem, tecido de algoddo com 2%
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quitosana submetido a 3 e 5 ciclos de lavagem e secagem e por ultimo o pé

quitosana.

Figura 8 - Difratogramas: Algodao; Alg./2%Quit/Sn; Alg./2%Quit/3L; Alg./2%Quit/5L;Quitosana.
Onde Quit=quitosana, Alg. (algodao), Sn (sem lavagem) e L (ciclo de lavagem e secagem)
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Fonte: Prépria

O difratograma da amostra Alg./2%Quit/Sn (sem lavagem), apresenta uma
curva caracteristica similar a do algodao, contudo com pequena diminuicao das
intensidades dos picos causada pela insercao/impregnacao de quitosana 2%.

A diminui¢do das intensidades dos picos caracteristicos foi maior na amostra
Alg./1%Quit/Sn do que na amostra Alg./2%Quit/Sn.

Nos difratogramas das amostras Alg./2%Quit/3L (3 ciclos de lavagem e
secagem) e Alg./2%Quit/5L (5 ciclos de lavagem e secagem) mostram que as
intensidades dos picos caracteristicos voltaram gradativamente as intensidades
dos picos caracteristicos da curva do algoddo, podendo-se inferir que houve
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perda/desprendimento da quitosana durante o0s processos de lavagem e

secagem.

5.3 [ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A Figura 9 ilustra os resultados de FTIR do tecido de algoddo sem
quitosana, do tecido de algodao + quitosana 1% e sem lavagens, do tecido de
algodao + quitosana 1% + 3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem), do
tecido de algodao + quitosana 1% + 5L (submetida a 5 ciclos de lavagem e

secagem) e do p6 da quitosana isoladamente.

Figura 9 — Espectros FTIR: Algodao; Alg./1%Quit/Sn; Alg./1%Quit/3L; Alg./1%Quit/; Quitosana (pd
de quitosana) isolada. Onde: Quit=quitosana, Alg. (algodao), Sn (sem lavagem) e L (ciclo de

lavagem e secagem)

034

024 Agodao
01-
004 : | . . . | |

027 Ag1%ait'Sn
014

00
02
014
00
02
014

00-
09
0] Quitnsana
03-
00-

—r—T 7T T —
AD 400 3H0 D0 =0 200 150 100 50

Ag19dmt3L

Ag%dut/aL

Absorbancia

Fonte: Propria



43

Observa-se na Figura 9, que os espectros: Alg/1% Quit/Sn, Alg/1% Quit/3L
(submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem) e Alg/1% Quit/5L (submetida a 5
ciclos de lavagem e secagem) apresentaram bandas de absor¢cdo bem similares
as apresentadas no espectro do tecido de algoddo sem impregnacao, indicando
que nao houve alteracao significativa com a adicao da quitosana.

A Figura 10 ilustra os resultados de FTIR do tecido de algodao sem
quitosana, do tecido de algodao + quitosana 2% e sem lavagens, do tecido de
algodédo + quitosana 2% + 3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem), do
tecido de algodao + quitosana 2% + 5L (submetida a 5 ciclos de lavagem e

secagem) e do p6 da quitosana isoladamente.

Figura 10 — Espectros FTIR: Algodao; Alg./2%Quit/Sn; Alg./2%Quit/3L; Alg./2%Quit/5L; Quitosana
(p6 de quitosana). Onde Quit=quitosana, Alg. (algodao), Sn (sem lavagem) e L (ciclo de lavagem
e e secagem).
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Observa-se na Figura 10, que os espectros: Alg/2% Quit/Sn, Alg/2%
Quit/3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem) e Alg/2% Quit/5L
(submetida a 5 ciclos de lavagem e secagem) apresentaram bandas de absorgéao
bem similares as apresentadas no espectro da quitosana indicando a efetiva
interacdo da impregnacao da quitosana 2% ao tecido de algodao.

Observa-se também nas Figuras 9 e 10 que os espectros caracteristicos do
tecido de algodao e da quitosana apresentam bandas de absorgdes similares com
pequenas diferencas e deslocamentos dos picos de absorgdo, visto que o
algodao (celulose) e a quitosana sao polimeros com alguns grupos funcionais
comuns tais como OH, CH e C-O-C, corroborando com Zornio (2013) e Ponciano
(2010).

Analisando os espectros da quitosana nas Figuras 9 e 10, verifica-se que
as bandas de absorcdes apresentadas estdo de acordo com Sousa (2012),
Barbosa, (2011) e Ponciano, (2010), Pode-se ainda afirmar que a quitosana nao é
100% desacetilada pois possui uma banda caracteristica da amida (O = C — NHR)
na regido de 1658cm™ conforme indicado por Sousa (2012) e Barbosa (2011). As
bandas de absorcdes e picos obtidos nos ensaios estao de acordo com a Figura
11 — Espectros da Quitosana, Sousa (2012).

Figura 11 - Espectros da Quitosana.
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As bandas observadas no espectro da quitosana estdao de acordo com
Ponciano, (2010), conforme ilustrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Bandas de absorgao no FTIR dos filmes de quitosana com GD de 75% — 85%

Numero de onda (cm_l) Atribuicao
3334 Deformagéo axial de O-H e N-H do grupo NH>
2928 e 2873 Deformacao axial de C-H de grupos CH, e CH3
1652 Deformacao axial de RHN-C= O (amida)
1586 Deformacao angular N-H do grupo NH, (amina)
1423 e 1319 Deformacao angular de O-H e deformacgao angular

de C-H do anel glicosidico
1377 Deformacao angular do C-H de CHs
1150,1062 e1020 Deformacao axial do C-O-C da ligacao éter

Fonte: PONCIANO, 2010.

Analisando os espectros referentes ao tecido de algodao sem impregnacao
apresentados nas Figuras 9 e 10, verifica-se que as bandas de absorcdes
apresentadas estao condizentes com Zornio (2013) e Matsushita, et al. (2012). As
bandas observadas no espectro do tecido de algodédo estdo proximas ao citado
por Zornio, (2013), conforme sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Bandas de absorc¢éo no FTIR para fibra de algoddo sem modificago.

Numero de onda (cm_l) Atribuicao
3332 Estiramento O-H
2909 Estiramento C-H (grupos CHy
1430 e 1321 Deformacao angular C-H
1155 e 1109 Estiramento assimétrico C-O-C do anel e da ligacao
glicosidica.

Fonte: ZORNIO, 2013.
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5.4 MICROSCOPIA OTICA (MO)

A Figura 12 ilustra as micrografias das amostras de tecido de algodao sem e
com quitosana nas concentracdes de 1% e 2% e também suas variagdes quando

submetidas aos ciclos de lavagem e secagem.

Figura 12 - Microscopia 6tica (aumento 100x): (a) Algodao(Alg); (b) Alg + 1% Quitosana(Quit) sem
lavagem(Sn); (c) Alg + 1% Quit + 3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem); (d) Alg + 1%
Quita + 5L (submetida a 5 ciclos de lavagem e secagem); (e) Alg + 2% Quit. (Sn); (f) Alg + 2%
Quit + 3L; (g) Alg + 2% Quit + 5L;

(d) (9)

Fonte: Prépria
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Apesar de visualmente ter sido verificado a formagdo de uma camada
superficial e brilhante de quitosana a 1% e 2% nas amostras de tecidos geradas,
nas imagens obtidas de microscopia Oética ilustradas nas figuras 12(a), 12(b),
12(c), 12(d), 12(e), 12(f) e 12(g) ndo foi possivel identificar grandes diferencas
que evidenciem a impregnacgao do tecido por quitosana a 1% e 2%. Pode-se notar
apenas que as amostras impregnadas com quitosana 1% e 2% ficaram levemente
mais brancas em comparagdo com a amostra de tecido de algodao sem
impregnacao.

55 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) e
ESPECTROSCOPIA POR ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS X (EDS)

A Figura 13 ilustra a micrografia do tecido de algodao. Ja a Figura 14 ilustra
o EDS do tecido de algodao e a Tabela 5 observa-se a composi¢cao quimica do
tecido de algodao realizada por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).

Figura 13 - Micrografias do tecido de algodao: (a) Aumento 150x; (b) Aumento de 500x; (c)
Aumento de 1000x.

Fonte: Prépria
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Figura 14 - EDS tecido de algodao.
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Tabela 5 - Identificagdo e composicdo quimica do tecido de algod&o realizada por Espectroscopia

de Energia Dispersiva (EDS).

N° Simbolo | Identificacdo | Concentracdao | Confianca | Erro
Elemento (%) (%) (%)
8 O Oxigénio 89,0 99,1 0,9
6 C Carbono 5,5 98,6 1,4
7 N Nitrogénio 55 97,3 2,7

Fonte: Prépria

Ao analisar as micrografias do tecido de algod&o na Figura 13 observa-se
fibras do algodado de formato alongado sendo compativel com a descricoes de
fibras de algodao feitas por SILVA et al., (2009), sendo formada basicamente por
celulose (polimero natural). Observa-se na Figura 14 e Tabela 5 do resultado do
EDS a presengca de nitrogénio (5,5 % da composicdo quimica do tecido)
provavelmente proveniente da composi¢cao quimica do corante azul utilizado na
producéo do tecido de algodao sendo compativel com Guaratini et al., (2000), que
informa da existéncia de diversos tipos de corantes e a maioria deles possui 0
elemento Nitrogénio em suas composicbes quimicas. Um tecido de algodao
natural sem corante, formado basicamente por celulose, teria em sua composicao
quimica apenas a presencga de oxigénio, carbono e hidrogénio, segundo Silva et
al., (2009) e Sonesso (2011).
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A Figura 15 ilustra a micrografia do tecido de algodao algodao + quitosana
1%, sem lavagem, a Figura 16 ilustra o EDS do tecido de algodao + quitosana

1%, sem lavagem e a Tabela 6 observa-se a composi¢cé&o quimica.

Figura 15 - Micrografias do tecido de algodao + quitosana 1%, sem lavagem: (a) Aumento 150x;
(b) Aumento de 500x; (c) Aumento de 1000x

Fonte: Prépria

Figura 16 - EDS tecido de algodéo + quitosana 1%, sem lavagem.
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Fonte: Prépria
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Tabela 6 - Identificacdo e composicao quimica do tecido de algodao + quitosana 1%, sem
lavagem, realizada por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).

N® Simbolo | Identificacdo | Concentracao | Confianca | Erro
Elemento (%) (%) (%)
8 O Oxigénio 88,4 99,0 1,0
6 C Carbono 55 98,5 1,5
7 N Nitrogénio 6,1 97,1 2,9

Fonte: Prépria

Na Figura 15, referente ao algodao + 1% de quitosana, observa-se pontos
brancos dispersos indicando a presenca/impregnacao de quitosana, bem como na
Figura 16 e na Tabela 6, do resultado do EDS, que houve o aumento percentual
da concentracdo do nitrogénio para 6,1% em relagdo aos 5,5% de nitrogénio
encontrado na composi¢ao do tecido de algodao sem impregnacao (Figura 13 e
Tabela 5), podendo-se inferir que este aumento foi devido a adicdo de quitosana
1% ao tecido, visto que a quitosana possui em sua composicao quimica o
elemento quimico nitrogénio segundo Sousa (2012), Barbosa (2011), Ponciano
(2010) e Kumar (2000).

Este resultado estd compativel com os resultados do estudo realizado por
Periolatto, et al. (2012) sobre o recobrimento de tecidos de algoddo e de seda
com uma solugao de quitosana (2 % em massa) em acido acético aquoso (2%
v/v), em que foi observado por microscopia eletrénica de varredura (MEV), a
presenga de pontos brancos na superficie dos tecidos tratados e concluiram que
a quitosana penetrou no interior das fibras dos tecidos de algodao e de seda,
conferindo a estes tecidos uma forte atividade bactericida.

A Figura 17 ilustra a micrografia do tecido de algodao algodao + quitosana
1% + 3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem), a Figura 18 ilustra o EDS
do tecido de algodao + quitosana 1% + 3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e

secagem) e a Tabela 7 observa-se a composi¢cao quimica.
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Figura 17 - Micrografias do tecido de algodado + quitosana 1% + 3L (submetida a 3 ciclos de
lavagem e secagem): (a)Aumento 150x; (b) Aumento de 500x; (c) Aumento de 1000x
!

Fonte: Prépria

Figura 18 - EDS tecido de algoddo + quitosana 1% + 3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e

secagem).
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Tabela 7 - Identificacdo e composicdo quimica do tecido de algodao + quitosana 1% + 3L
(submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem), realizada por Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS).

N° Simbolo | Identificacdo | Concentracao | Confianca | Erro
Elemento (%) (%) (%)
8 @) Oxigénio 88,7 99,2 0,8
6 C Carbono 5,3 98,7 1,3
7 N Nitrogénio 6,0 97,6 2,4

Fonte: Prépria

Na Figura 17(c), referente ao tecido + 1% de quitosana submetido a 3
ciclos de lavagem e secagem, observa-se pequena redugdo dos pontos brancos
indicando possivel perda da quitosana no processo de lavagem e secagem da
amostra de tecido corroborando com PERIOLATTO, et al. (2012) que indica perda
de quitosana nos resultados das caracterizac6es realizadas ap6s os processos de
lavagem do tecido. Observa-se a presenga/impregnacgao de quitosana, bem como
na Figura 18 e na Tabela 7 do resultado do EDS, que o percentual da
concentragcdo do nitrogénio 6,0% continua acima dos 5,5% de nitrogénio
encontrado na composi¢ao do tecido de algodao sem impregnacéo (Figura 13 e
Tabela 5), podendo-se inferir a presenga de quitosana, visto que esta possui em
sua composi¢cdo quimica o elemento quimico nitrogénio segundo Sousa (2012),
Barbosa (2011), Ponciano (2010) e Kumar (2000).

A Figura 19 ilustra a micrografia do tecido de algodao algodao + quitosana
1% + 5L (submetida a 5 ciclos de lavagem e secagem), a Figura 20 ilustra o EDS
do tecido de algoddo + quitosana 1% + 5L (submetida a 5 ciclos de lavagem e
secagem) e a Tabela 8 observa-se a composi¢ao quimica.
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Figura 19 - Micrografias do tecido de algoddo + quitosana 1% + 5L (submetida a 5 ciclos de

lavagem e secagem): (a) Aumento 150x; (b) Aumento de 500x; (c) Aumento de 1000x
s Pt L3 M N

Fonte: Prépria

Figura 20 - EDS tecido de algodao + quitosana 1% + 5L (submetida a 5 ciclos de lavagem e

secagem).
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Fonte: Prépria
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Tabela 8 - Identificagdo e composicdo quimica do tecido de algoddo + quitosana 1% + 5L

(submetida a 5 ciclos de lavagem e secagem), realizada por Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS).

N° Simbolo | Identificacdo | Concentracdao | Confianca | Erro
Elemento (%) (%) (%)
8 O Oxigénio 88,7 99,1 0,9
6 C Carbono 5,6 98,6 1,4
7 N Nitrogénio 5,7 97,2 2,8

Fonte: Prépria

Na Figura 19(c), referente ao tecido + 1% de quitosana submetido a 5
ciclos de lavagem e secagem, nao foi possivel observar diferenca significativa em
relacdo a Figura 17(c). Observa-se a presenca/impregnacao de quitosana, bem
como na Figura 18 e na Tabela 8 do resultado do EDS, que o percentual da
concentragdo do nitrogénio 5,7% foi pouco superior 5,5% de nitrogénio
encontrado na composi¢ao do tecido de algodao sem impregnacéao (Figura 13 e
tabela 5).

Na Figura 21, referente ao tecido + 2% de quitosana, observa-se poucos
pontos brancos dispersos indicando a presencga/impregnagédo de quitosana, bem
Observa-se na Figura 22 e na Tabela 9 do resultado do EDS, que houve o
aumento percentual da concentracdo do nitrogénio para 5,8% em relacdo aos
5,5% de nitrogénio encontrado na composicdao do tecido de algoddo sem
impregnacado (Figura 13 e Tabela 5), podendo-se inferir que este aumento foi

devido a adicdo de quitosana 2% ao tecido.
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Figura 21 - Micrografias do tecido de algodao + quitosana 2%, sem lavagem: (a) Aumento 150x;
(b) Aumento de 500x; (c) Aumento de 1000x

Fonte: Prépria

Figura 22 - EDS tecido de algodéo + quitosana 2%, sem lavagem.
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Fonte: Prépria
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Tabela 9 - Identificacdo e composicdo quimica do tecido de algoddo + quitosana 2%, sem

lavagem, realizada por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).

N® Simbolo | Identificacdo | Concentracdo | Confiangca | Erro
Elemento (%) (%) (%)
8 O Oxigénio 88,9 99,2 0,8
6 C Carbono 53 98,7 1,3
7 N Nitrogénio 5,8 97,5 2,5

Fonte: Prépria

A Figura 23 ilustra a micrografia do tecido de algodao algodéo + quitosana
2% + 3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem), a Figura 24 ilustra o EDS
do tecido de algodao + quitosana 2% + 3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e

secagem) e a Tabela 10 observa-se a composi¢cao quimica.

Figura 23 - Micrografias do tecido de algoddo + quitosana 2% + 3L (submetida a 3 ciclos de
lavagem e secagem): (a) Aumento 150x; (b) Aumento de 500x; (c) Aumento de 1000x

Fonte: Prépria
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Figura 24 - EDS tecido de algodéo + quitosana 2% + 3L (submetida a 3 ciclos de lavagem e
secagem).

®
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Fonte: Prépria

Tabela 10 - Identificagdo e composicao quimica do tecido de algodao + quitosana 2% + 3L

(submetida a 3 ciclos de lavagem e secagem), realizada por Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS).

N° Simbolo | Identificacdo | Concentracdao | Confianca | Erro
Elemento (%) (%) (%)
8 O Oxigénio 88,2 99,0 1,0
6 C Carbono 5,5 98,5 1,5
7 N Nitrogénio 6,4 97,2 2,8

Fonte: Prépria

A Figura 25 ilustra a micrografia do tecido de algodao algodao + quitosana
2% + 5L (submetida a 5 ciclos de lavagem e secagem), a Figura 26 ilustra o EDS
do tecido de algodao + quitosana 2% + 5L (submetida a 5 ciclos de lavagem e
secagem) e a Tabela 11 observa-se a composi¢ao quimica.
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Figura 25 - Micrografias do tecido de algoddo + quitosana 2% + 5L (submetida a 5 ciclos de

lavagem e secagem): (a) Aumento 150x; (b) Aumento de 500x; (c) Aumento de 1000x
. 7 i L = - -

)

Fonte: Prépria

Figura 26 - EDS tecido de algodao + quitosana 2% + 5L (submetida a 5 ciclos de lavagem e

secagem).
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Fonte: Prépria
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Tabela 11 - Identificagdo e composicdo quimica do tecido de algoddo + quitosana 2% + 5L
(submetida a 5 ciclos de lavagem e secagem), realizada por Espectroscopia de Energia Dispersiva

(EDS).

N° Simbolo | Identificacdo | Concentracdo | Confianca | Erro
Elemento (%) (%) (%)
8 @) Oxigénio 88,1 99,0 1,0
6 C Carbono 54 98,4 1,6
7 N Nitrogénio 6,5 97,1 2,9

Fonte: Prépria

Nas Figuras 23 e 25, referente ao tecido + 2% de quitosana submetidos a 3

e 5 ciclos de lavagem respectivamente, observa-se pontos brancos dispersos
indicando a presenca/impregnacao de quitosana e nao observa-se diminuicdo da
quantidade de quitosana. Observa-se nas Figuras 24 e 26 e nas Tabelas 10 e 11
referente ao resultado do EDS, que a concentracao do nitrogénio em relacao aos
5,5% de nitrogénio encontrado na composicdo do tecido de algodao sem
impregnacao (Figura 13 e tabela 5), podendo-se inferir na presenca de quitosana.

Com os resultados obtidos nos ensaios de caraterizagdo MEV/EDS
observou-se que houve a impregnacédo de quitosana a 1% e 2%, sendo mais
efetiva e resistente na concentracao de 2%.

Estes resultados estdo compativeis com os resultados de DRX, FTIR e de
Intumescimento apresentados neste trabalho..

Pode-se dizer também que apbés os 5 ciclos de lavagem e secagem
realizados, mesmo havendo perdas/desprendimento da quitosana, observa-se
ainda a presenca da quitosana nas amostras: Alg./Quit.1%/5L e Alg./Quit.2%/5L.

5.6 INTUMESCIMENTO

Na Tabela 12, observa-se o grau de intumescimento e seus respectivos
desvio das amostras de algodao com e sem impregnagées.
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Tabela 12 — Grau de intumescimento, onde Quit=quitosana, Alg. (algod&o), e L (ciclo de lavagem

€ secagem)

Amostra Grau de Desvio Padrao
Intumescimento
Algodao 173,7% 19,17
Alg+1%Quit 126,3% +10,15
Alg+1%Quit+3L 151,2% +8,05
Alg+1%Quit+5L 167,2% +4,01
Alg+2%Quit 121,7% +16,58
Alg+2%Quit/3L 130,5% +11,11
Alg+2%Quit+5L 141,5% +9,09

Fonte: Prépria

Dos resultados observados na tabela 12, verifica-se que o grau de
intumescimento da amostra de algodao + 1% Quit sem lavagem foi menor do que
amostra de tecido de algoddo sem impregnacao, indicando que a impregnacao de
quitosana 1% diminuiu o grau de intumescimento, diminuindo a absor¢ao de agua
pela amostra. Quanto menor o grau de intumescimento menor a absorcao de
agua pela amostra.

Pode-se inferir também que a medida que a amostra de Algodao + 1%
Quitosana passou por ciclos de lavagem (3L e 5L: submetida a 3 e a 5 ciclos de
lavagem respectivamente), o grau de intumescimento aumentou novamente
voltando quase ao patamar do grau de intumescimento da amostra de algodao
sem impregnacdo. Este fato indica que houve o desprendimento da quitosana
durantes os processos de lavagem e secagem. Contudo, o grau de
intumescimento das amostras submetidas a 5 ciclos de lavagem e secagem ainda
ficou menor do que o do algoddo sem impregnacao, inferindo-se que ainda existe
quitosana impregnada.

Verifica-se que o grau de intumescimento obtido da amostra Alg.+2%Quit
foi menor do que o da amostra Alg+1%Quit podendo-se dizer que houve maior
impregnacao de quitosana em solucao a 2% do que em solucao a 1%.
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Verifica-se também que a impregnacao do tecido de algodao em solucao
de quitosana 2% foi mais efetivo e mais resistente, visto que mesmo apds os 5
ciclos de lavagem o grau de intumescimento da amostra Alg+2%Quit+5L ficou
menor do que o da amostra Alg+1%Quit+5L e do que o da amostra de algodao

sem impregnagao, evidenciando ainda a presenga de quitosana.

5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.7.1 Determinacao da atividade antimicrobiana — Screening (disco difusao)
de atividade antimicrobiana

Na Figura 27 estéo ilustrados os resultados dos ensaios de Screening
(disco difusao) para solucao de quitosana 1% e 2% diluidas nos discos testes e
das amostras de tecidos de algodao impregnados com quitosana em 1% e 2%
frente a cepa S. aureus ATCC 25923.

Figura 27 — Resultado do ensaio: Screening (disco de difusao) de atividade antimicrobiana da
solugéo de quitosana e dos tecidos de algodao + quitosana 1% e 2% frente a cepa S. aureus
ATCC 25923.

Fonte: Prépria

Na Tabela 13 sao ilustrados os resultados dos ensaios de Screening (disco
difusdo) para solucao de quitosana 1% e 2% diluidas nos discos de papel de filtro
estéreis, passa o controle negativo de solugdo de acido acético 1% e para os
controles positivos: discos CECON® de gentamicina (GEN 10ug) para S. aureus e
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E. coli, ciprofloxacino (CIP 30ug) para P. aeruginosa e fluconazol (FLU 10ug)
para C. albicans.

Tabela 13 — Screening (disco de difusao) de atividade antimicrobiana da solugéo de quitosana.

Produto Testado / Micro-organismos / Diametro dos halos (mm)

Concentracéo inicial (ng/mL) S qureus  E.coi  P.  C.

2% 10 0 0 0

Solucao da 1% 8 0 0 0

Quitosana Acido acético 1% (Controle 0 0 0 0
Gentamicina (GEN 10ug) 20 20 -

Ciprofloxacino (CIP 30ug) - - 28 -

Fluconazol (FLU 10ug) - - - 25

(-) — Nao testado

Foi possivel verificar na Figura 27 que a solugcao de quitosana tanto na
concentracdao de 2% quanto na de 1% colocada nos discos, apresentaram
formacao do disco de difusdo, ou seja, atividade microbiana diante da cepa de S.
aureus ATCC 25923 corroborando com Goy et al., (2009). Porém, néo
apresentaram atividade diante das demais cepas constantes na Tabela 13,
divergindo de Goy et al., (2009) e Periolatto et al., (2012).

A Figura 27 ilustra a ndo formacédo da zona de inibicdo no contorno dos
tecidos de algodao impregnados com quitosana a 1% e 2% frente a cepa de S.
aureus ATCC 25923, bem como nao ha crescimento do microorganismo na
superficie dos tecidos de algodao impregnados. Conforme norma ISO 20645:2004
- Textile fabrics -- Determination of antibacterial activity - Agar diffusion plate test,
quando nao ha formacao da zona de inibicao (halo de difusdo) pela possivel ndo
difusdo da substancia ativa (no caso a quitosana) e ndao ha crescimento da cepa
na superficie do tecido, o resultado pode ser classificado como bom efeito
antimicrobiano.

Na Figura 28 estédo ilustrados os resultados dos ensaios de Screening
(disco difusao) para solucao de quitosana 1% e 2% diluidas nos discos de papel
de discos estéreis e para as amostras: de tecidos de algodao+quitosana 1%;
algodao+quitosana 2%; algodao+quitosana 1%+3L (submetida a 3 ciclos de
lavagem); algodao+quitosana 2%+3L (submetida a 3 ciclos de lavagem);
algodao+quitosana 1%+5L (submetida a 5 ciclos de lavagem) e
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algodao+quitosana 2%+5L (submetida a 5 ciclos de lavagem); frente a
cepa Escherichia coli ATCC (25922).

Figura 28 — Resultado do ensaio: Screening (disco de difusdo) de atividade antimicrobiana dos
discos com solugao de quitosana 1% e 2% e das amostras de tecidos de algodao+quitosana 1%;
algodao+quitosana 2%; algodao+quitosana 1%+3L (submetida a 3 ciclos de lavagem);
algodao+quitosana 2%+3L (submetida a 3 ciclos de lavagem); algoddo+quitosana 1%+5L
(submetida a 5 ciclos de lavagem) e algodao+quitosana 2%+5L (submetida a 5 ciclos de lavagem);
frente a cepa Escherichia coli ATCC (25922).

Fonte: Prépria

Na Figura 28, nota-se: Na amostra algodao+quitosana 1% n&o houve
formacdo de zona de inibicio em seu contorno, bem como nao houve
crescimento da cepa E.coli na sua superficie. Na amostra algoddo+quitosana 2%
nédo houve formacao de zona de inibicdo em seu contorno e ocorreu crescimento
da cepa E.coli em alguns pontos na sua superficie, podendo ser devido a pontos
de falha da impregnagéo de quitosana nesta amostra. Verifica-se ainda que nas
amostras de algodao+quitosa 1% e 2% submetidas a 3 ou 5 ciclos de lavagem e
secagem que nao houve formacéo de zona de inibicdo em seu contorno e ocorreu
crescimento da cepa E.coli sobre todas as superficies, caracterizando que houve
perda de quitosana durante os processos de lavagem e secagem a que foram
submetidas.
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Os resultados frente aos microorganismos Pseudomonas aeruginosa
ATCC (27853) e Candida albicans ATCC (76645) foram similares aos resultados
frente a Escherichia coli ATCC (25922).

No geral, as amostras de tecidos impregnados com quitosana nas
concentracdes 1% e 2%, e as submetidas a ciclos de lavagem e secagem, nao
apresentaram atividade diante das cepas testadas conforme ilustrados nas
Figuras 27 e 28. Possivelmente ndo ocorreu a difusdo no meio de cultura da
quitosana impregnada nos tecidos, entretanto isto ndo quer dizer que 0s mesmos
nao possuem atividade antimicrobiana sendo necessario realizar novos testes

com outras metodologias.

5.7.2 Determinacao de atividade antimicrobiana de tecidos impregnados

com Quitosana (por pour-plate)

Na Figura 29 (a) e (b) estdo ilustrados os resultados dos ensaios de
atividade antimicrobiana por “pour-plate” das amostras: tecidos de
algodao+quitosana 1%; algodao+quitosana 1%+3L (submetida a 3 ciclos de
lavagem); algodao+quitosana 1%+5L (submetida a 5 ciclos de lavagem);
algoddo+quitosana 2%; algodao+quitosana 2%+3L (submetida a 3 ciclos de
lavagem) e algodao+quitosana 2%+5L (submetida a 5 ciclos de lavagem);
frente a cepa Escherichia coli ATCC (25922).

Nas Figuras 29 (a), (b) e 30 (a) e (b) verifica-se que nao houve crescimento
dos microoganismos nas superficie das amostras de tecidos. Conforme norma
ISO 20645:2004 - Textile fabrics -- Determination of antibacterial activity - Agar
diffusion plate test, quando ndo ha formacao da zona de inibigao (halo de difusao)
pela possivel ndo difusdo da substancia ativa (no caso a quitosana) e ndao ha
crescimento da cepa na superficie do tecido, o resultado pode ser classificado

como bom efeito antimicrobiano.
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Figura 29 — Resultado do ensaio de atividade antimicrobiana de tecidos: (a) algodao+quitosana
1%; algodao+quitosana 1%+3L (submetida a 3 ciclos de lavagem) e algodao+quitosana 1%+5L
(submetida a 5 ciclos de lavagem) frente a cepa Escherichia coli ATCC (25922); (b)
algodao+quitosana 2%; algodao+quitosana 2%+3L (submetida a 3 ciclos de lavagem) e

algodao+quitosana 2%+5L (submetida a 5 ciclos de lavagem) frente a cepa Escherichia coli ATCC
(25922).

Fonte: Proépria

Figura 30 — Resultado do ensaio de atividade antimicrobiana de tecidos: (a) algodao+quitosana
1%; algodao-+quitosana 1%+3L (submetida a 3 ciclos de lavagem) e algodao+quitosana 1%-+5L
(submetida a 5 ciclos de lavagem) frente a cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853) ; (b)
algodao+quitosana 2%; algodao+quitosana 2%+3L (submetida a 3 ciclos de lavagem) e
algodao+quitosana 2%+5L (submetida a 5 ciclos de lavagem) frente a cepa Pseudomonas
aeruginosa ATCC (27853).

Fonte: Prépria

Na Figura 30 (a) e (b) estado ilustrados os resultados dos ensaios de
atividade antimicrobiana por “pour-plate” das amostras: tecidos de
algodao+quitosana 1%; algodao+quitosana 1%+3L (submetida a 3 ciclos de
lavagem); algodao+quitosana 1%+5L (submetida a 5 ciclos de lavagem);
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algodao+quitosana 2%; algodao+quitosana 2%+3L (submetida a 3 ciclos de
lavagem) e algodao+quitosana 2%+5L (submetida a 5 ciclos de lavagem);
frente a cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853).

Os tecidos impregnados com as diversas concentracoes e lavagens de
quitosana, nao apresentaram atividade diante das cepas testadas também pela
metodologia com semeio em pour-plate conforme verificado nas Figuras 29(a),
29(b), 30(a) e 30(b). Possivelmente nao ocorreu a difusdo no meio de cultura da
quitosana impregnada nos tecidos, entretanto isto ndo quer dizer que os mesmos
nao possuem atividade antimicrobiana sendo necessario realizar novos testes

com outras metodologias.

5.7.3 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao
bactericida minima (CBM) - (Microdiluicao)

Na Figura 31 séo ilustrados os resultados do ensaio de microdiluicao para
determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida
minima (CBM) da solugéo de quitosana.

Figura 31 — Resultados dos ensaios de Microdiluicdo com solugdo de Quitosana, onde: Sa =
Staphylococcus aureus ATCC (25923), Ec = Escherichia coli ATCC (25922), Pa = Pseudomonas
aeruginosa ATCC (27853) e Ca = Candida albicans ATCC (76645).

Fonte: Prépria



67

Na Tabela 14 sao ilustrados os resultados do ensaio de microdiluicdo de
solucdo de quitosana e os valores de concentragédo inibitéria minima (CIM) e
concentragao bactericida minima (CBM) frente as cepas: S. aureus ATCC 25923,
E. coli ATCC 25922, P. auriginosa ATCC 27853 e C. albicans ATCC 76645.

Tabela 14 — Atividade antimicrobiana de Quitosana por microdiluicao em placa

. ] Concentragdo inibitéria minima Concentragéo
Micro-organismos

(CIM) da Quitosana Bactericida minima
(CBM) da Quitosana
S. aureus ATCC 25923 0,05% 0,1%
E. coli ATCC 25922 0,2% 0,4%
P. aeruginosa ATCC 27853 0,1% 0,2%
C. albicans ATCC 76645 0,1% 0,2%

Fonte: Prépria

Verificou-se atividade antimicrobiana da solugdo de Quitosana partindo de
uma concentracédo de 1,5%, conforme observado na Figura 31 e demonstrado na
Tabela 14.

Com base nos resultados do ensaio de microdiluicao foi possivel verificar a

quitosana tem o poder antimicrobiano para todas as cepas verificadas.
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6 CONCLUSOES

Os resultados de DRX, FTIR, MEV/EDS e Intumescimento obtidos indicaram
que todas as amostras foram impregnadas com quitosana tanto nas
concentracdes de 1% quanto na de 2%.

Os resultados de FTIR e de Intumescimento apresentados neste trabalho,
indicam que a impregnacdo com quitosana a 2% apresentou-se maior
estabilidade quando submetidas aos 5 ciclos de lavagem e secagem em relagcéo
as amostras impregnadas com quitosana 1%.

Pode-se dizer também que apbés os 5 ciclos de lavagem e secagem
realizados, mesmo havendo perdas/desprendimento da quitosana, observou-se
ainda a presencga da quitosana nas amostras: Alg./Quit.1%/5L e Alg./Quit.2%/5L.

Visualmente verificou-se que as amostras preparadas e impregnadas com
quitosana 1% apresentaram-se mais flexiveis e com distribuicdo de quitosana
mais uniforme e homogénea na superficie do tecido de algodao do que as
amostras impregnadas com quitosana 2% que apresentaram-se menos flexivel.
Contudo os resultados das caracterizacbes mostraram que a impregnacao de
quitosana da concentracédo de 2% foi mais resistente do que na concentracao de
quitosana a 1% quando submetidas aos processos de lavagem e secagem.

Conclui-se que as amostras de tecido de algoddo impregnadas com
quitosana nas concentra¢des de 1% e 2% nao mantiveram as suas caracteristicas
fisico quimicas originais apds os ciclos de lavagem e secagem a que foram
submetidas, devido a perdas/desprendimento da quitosana impregnada no tecido.

Dos resultados do ensaio microbioldégico, especificamente o de
microdiluicdo, as solu¢des de quitosana 1% e 2% isoladamente apresentaram
resultados satisfatérios frente aos microorganismos Staphylococcus aureus ATCC
(25923), Escherichia coli ATCC (25922), Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853)
e Candida albicans ATCC (76645).

No geral, as amostras de tecidos impregnados com quitosana nas
concentracdoes 1% e 2%, e as submetidas a ciclos de lavagem e secagem, nao
apresentaram atividade contra as cepas testadas. Possivelmente ndo ocorreu a
difusdo no meio de cultura da quitosana impregnada nos tecidos, entretanto isto
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nao quer dizer que 0s mesmos nao possuem atividade antimicrobiana sendo

necessario realizar novos testes com outras metodologias.
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7 SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

Com os resultados obtidos, vislumbra-se dois caminhos a serem seguidos
em trabalhos futuros:

19) Criar/obter novas formas de impregnacdo mais efetivos e resistentes,
como por exemplo realizar impregnacéo da quitosana ainda no preparo da fibra
do algodao, possibilitando a formacao de ligacbes quimicas covalentes (mais
fortes) entre a celulose das fibras do algoddao com a quitosana, de forma a criar
um composto polimérico mais resistente, atenuando o desprendimento de

quitosana nos processos de lavagem e secagem.

2°) Desenvolver uma metodologia eficaz de impregnar quitosana em tecido
SMS (Spunbonded — Meltblown - Spunbonded — Mais econémicos) a fim de criar
aventais cirargicos antimicrobianos de uso unico (descartaveis) e estéreis, bem
como verificar se a nova metodologia serd capaz de prover um produto com
propriedades antimicrobianas em conformidade com a Norma I1SO 20645:2004 -
Textile fabrics -- Determination of antibacterial activity -- Agar diffusion plate test.
Neste caminho, elimina-se o problema de perda da impregnacao nos processos
de lavagem visto que os aventais serdo descartados logo ap6s o procedimento

cirurgico.
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